慢性淋巴细胞白血病（CLL）是一种成熟B细胞淋巴增殖性血液肿瘤，临床异质性极大，CLL细胞生物学特征提示了迥然不同的临床进程及预后。伴有肿瘤抑制基因TP53异常\[缺失和（或）突变\]的CLL患者临床进展迅速、对传统免疫化疗（CIT）反应差、预后不佳。随着新型靶向药物的涌现，TP53异常CLL患者预后有望改善。然而在我国，新型靶向药物尚未能大规模应用于初治TP53异常CLL患者，因而我们希望能从既往CIT中探索出相对有效的方案，延长患者无进展生存（PFS）时间，为其后续加入更多新药临床试验创造机会。

病例与方法 {#s1}
==========

1．病例：回顾性分析2003年1月至2017年8月于我中心确诊的118例TP53异常CLL患者临床资料，男77例（65.3%），女41例（34.7%），中位确诊年龄60（20\~93）岁，根据Rai和Binet进行临床分期。全部患者均进行骨髓细胞形态学检测、多参数流式细胞术免疫分型、荧光原位杂交（FISH）检测del（17p）/TP53缺失，采用Sanger法或二代测序（NGS）检测TP53基因突变状态104例，采用PCR法检测免疫球蛋白重链可变区基因（IGHV）突变状态112例，进行染色体（CpG刺激）核型分析114例，有明确的初诊状态β~2~微球蛋白（β~2~-MG）数据101例。CLL诊断标准参考《中国慢性淋巴细胞白血病/小淋巴细胞淋巴瘤的诊断与治疗指南》[@b1]，CLL-国际预后指数（CLL-IPI）评分参照2016版CLL-IPI[@b2]。

2．治疗指征及一线免疫化疗方案：101例患者达到治疗指征并接受一线及以上免疫化疗，治疗指征参考《中国慢性淋巴细胞白血病/小淋巴细胞淋巴瘤的诊断与治疗指南（2015年版）》[@b1]。由于本研究资料初治方案是否应用利妥昔单抗两组分析，PFS及OS差异均无统计学意义（*P*值分别为0.163和0.129），故根据统计分析需要，将接受一线及以上免疫化疗患者按初治方案分为4组：温和化疗组（苯丁酸氮芥或单用利妥昔单抗）、含氟达拉滨化疗组\[包括FC（氟达拉滨+环磷酰胺）、FCR（氟达拉滨+环磷酰胺+利妥昔单抗）、FMD（氟达拉滨+米托蒽醌+地塞米松）等\]、含大剂量激素化疗组\[主要有利妥昔单抗联合大剂量甲泼尼龙、改良Hyper-CVAD（环磷酰胺+长春新碱+多柔比星+地塞米松）\]、其他化疗组\[包括苯达莫司汀、CHOP方案（环磷酰胺+多柔比星+长春新碱+泼尼松）、CPT方案（环磷酰胺+泼尼松+沙利度胺）等\]。疗效评估参照文献[@b1]标准，治疗反应包括完全缓解（CR）、部分缓解（PR）、疾病稳定（SD）、疾病进展（PD）。

3．随访：所有病例通过门诊、住院及电话随访，随访时间截至2018年3月10日。至首次治疗时间（TTFT）定义为自诊断时间起至接受首次治疗第1天的时间，未治患者PFS时间定义为自疾病诊断时间至随访终点/死亡时间，接受一线及以上治疗患者PFS则为自初治方案治疗第1天起至明确疾病进展或死亡时间，总生存（OS）时间定义为自确诊时间起至随访终点或任何原因死亡的时间。

4．统计学处理：应用SPSS 21.0软件进行统计学分析，TTFT、PFS、OS用Kaplan-Meier进行生存分析，X-tile软件用于确定临界值，预后相关多因素分析采用Cox回归分析。以*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．病例特征：118例患者中，男77例（65.3%），女41例（34.7%），81例（68.6%）初诊年龄\<65岁。27例（22.9%）初诊时处于Binet A期，91例（77.1%）初诊时已进入Binet B/C期。初诊时68例（66.7%）β~2~-MG≥3.5 mg/L，34例（33.3%）β~2~-MG\<3.5 mg/L。其中有TP53基因缺失（伴或不伴TP53突变）97例（82.2%），仅有TP53基因突变21例（17.8%）。48例（42.1%）伴有复杂核型，66例（57.9%）不伴有复杂核型。50例（44.6%）有IGHV突变，62例无突变（55.4%）。17例自诊断至死亡/随访终点均未接受相关治疗（14.4%），101例接受了一线及以上免疫化疗，治疗分组为温和治疗组30例（29.7%），含氟达拉滨化疗组32例（31.7%），含大剂量激素化疗组23例（22.8%），其他化疗组16例（15.8%）。

2．生存分析：随访至2018年3月10日，118例患者中位PFS时间为12（95%*CI* 10.148\~13.852）个月，中位OS时间为53（95%*CI* 41.822\~64.178）个月。根据性别、年龄、分期、B症状（发热、盗汗、体重减低）、TP53状态、复杂核型、IGHV突变状态、β~2~-MG对患者进行分组，PFS和OS的单因素分析见[表1](#t01){ref-type="table"}。Binet A期、无复杂核型、β~2~-MG\<3.5 mg/L患者具有较长的PFS时间，女性患者及年龄\<65岁患者具有较长的OS时间，将单因素分析*P*\<0.1的因素纳入多因素Cox回归分析，仅有β~2~-MG≥3.5 mg/L是PFS的独立影响因素（*HR*=1.761，95%*CI* 1.067\~2.905，*P*=0.027），仅有女性（*HR*=0.506，95%*CI* 0.30\~0.853，*P*=0.011）和Binet B/C期（*HR*=2.004，95%*CI* 1.103\~3.639，*P*=0.022）是OS的独立影响因素。

###### 影响TP53异常慢性淋巴细胞白血病患者生存单因素分析

  影响因素             例数            无进展生存            总生存                                 
  ------------------- ------ ------------------------------ -------- ------------------------------ -------
  性别                                                       0.645                                   0.014
   男                   77    11（95%*CI* 9.016～12.984）             48（95%*CI* 31.851～64.149）  
   女                   41    12（95%*CI* 7.952～16.048）             63（95%*CI* 41.155～84.885）  
  年龄                                                       0.378                                   0.013
   \<65岁               81    12（95%*CI* 9.932～14.068）             61（95%*CI* 49.757～72.243）  
   ≥65岁                37    12（95%*CI* 9.141～14.859）             27（95%*CI* 1.796～52.204）   
  Binet分期                                                  0.001                                   0.052
   A期                  28    15（95%*CI* 7.569～22.431）             68（95%*CI* 58.571～77.429）  
   B/C期                90    11（95%*CI* 9.012～12.988）             50（95%*CI* 41.123～58.877）  
  B症状                                                      0.179                                   0.721
   有                   48    11（95%*CI* 8.463～13.537）             50（95%*CI* 34.608～65.392）  
   无                   70    12（95%*CI* 9.308～14.692）             56（95%*CI* 41.092～70.908）  
  TP53状态                                                   0.091                                   0.381
   缺失伴或不伴突变     97    11（95%*CI* 8.959～13.041）             49（95%*CI* 42.125～55.875）  
   仅突变               21    15（95%*CI* 9.019～20.981）             67（95%*CI* 50.981～83.019）  
  复杂核型                                                   0.015                                   0.212
   有                   48     9（95%*CI* 6.090～11.910）             42（95%*CI* 30.742～53.258）  
   无                   66    13（95%*CI* 10.054～15.946）            64（95%*CI* 54.412～73.588）  
  IGHV突变                                                   0.257                                   0.598
   有                   63    11（95%*CI* 8.702～13.298）             53（95%*CI* 44.694～61.306）  
   无                   49    12（95%*CI* 10.044～13.956）            51（95%*CI* 28.164～73.836）  
  β~2~微球蛋白                                               0.002                                   0.908
   \<3.5 mg/L           34    16（95%*CI* 9.938～22.062）             63（95%*CI* 43.029～82.971）  
   ≥3.5 mg/L            68     9（95%*CI* 6.307～11.693）             53（95%*CI* 38.646～67.354）  

注：B症状：发热、盗汗、体重减低；IGHV：免疫球蛋白重链可变区基因

3．TP53基因缺失/突变分布：118例患者中21例（17.8%）仅有TP53突变，97例（82.2%）有TP53基因缺失（伴或不伴TP53突变）。仅有TP53突变的患者中，IGHV突变率为57.9%（11/19），CLL-IPI评分7\~10分（极高危）的患者占75.0%（9/12），中位PFS与OS时间分别为15（95%*CI* 9.019\~20.981）个月与67（95%*CI* 50.981\~83.019）个月；而有TP53缺失患者中，IGHV突变率为41.9%（54/93），CLL-IPI评分极高危的患者占85.0%（68/80），中位PFS与OS时间分别为11（95%*CI* 8.959\~13.041）个月与49（95%*CI* 42.125\~55.875）个月。两组PFS与OS差异均无统计学意义（*P*值分别为0.091、0.275）。

97例TP53缺失患者中，同时伴有TP53突变54例（55.7%），无TP53突变29例（29.9%），突变状态未知14例（14.3%）。利用X-tile软件确定TP53缺失比例临界值，结果显示TP53缺失比例\>70%的患者具有较短的PFS时间\[9（95%*CI* 6.219\~11.781）个月对12（95%*CI* 9.594\~14.406）个月，*P*=0.008\]，TP53缺失比例≥30%的患者OS时间较短\[42（95%*CI* 25.805\~58.195）个月对63（95%*CI* 51.813\~74.187）个月，*P*=0.047\]。

4．一线免疫化疗方案分析：101例接受一线及以上免疫化疗患者中位TTFT极短，为1（0\~62）个月。101例患者中位PFS时间为10（95%*CI* 7.374\~12.626）个月，中位OS时间为56（95%*CI* 46.048\~65.952）个月。温和化疗组、含氟达拉滨化疗组、含大剂量激素化疗组以及其他化疗组疗效比较见[表2](#t02){ref-type="table"}：30例接受温和治疗组患者总有效率（ORR）仅为13.3%，缓解疗效均为PR，中位PFS时间为7（95%*CI* 4.992\~9.008）个月，中位OS时间为51（95%*CI* 36.785\~65.215）个月。32例接受含氟达拉滨化疗组患者ORR可达75.0%，2例达CR（6.3%），中位PFS时间为13（95%*CI* 6.070\~19.930）个月，3年PFS率为0，中位OS时间为64（95%*CI* 50.870\~77.130）个月。23例患者初治方案含大剂量激素，16例患者得到缓解（ORR为73.9%），2例达CR（13.0%），中位PFS时间可达22（95%*CI* 18.664\~25.336）个月，但3年PFS率仍为0，中位OS时间为63（95%*CI* 33.162\~92.838）个月。其他化疗组中16例患者ORR仅为31.3%，仅有1例初治方案为单用苯达莫司汀患者达CR，中位PFS时间为7（95%*CI*3.080\~10.920）个月，中位OS时间为53（95%*CI* 24.930\~81.070）个月。各组治疗方案间中位OS未见明显差异，但四组间PFS差异有统计学意义（*P*\<0.001）（以温和化疗组为参照，各组*P*值分别为\<0.001、\<0.001、0.075）（[图1](#figure1){ref-type="fig"}）。

![101例TP53异常慢性淋巴细胞白血病患者一线免疫化疗方案无进展生存比较](cjh-40-05-378-g001){#figure1}

###### 101例接受一线免疫化疗方案TP53异常慢性淋巴细胞白血病患者初治方案疗效与生存比较

  组别                  例数   总有效率［例（%）］   完全缓解［例（%）］        中位PFS时间（月）               中位OS时间（月）
  -------------------- ------ --------------------- --------------------- ------------------------------ ------------------------------
  温和治疗组             30         4（13.3）             0（0.0）          7（95%*CI* 4.992～9.008）     51（95%*CI* 36.785～65.215）
  含氟达拉滨化疗组       32        24（75.0）             2（6.3）         13（95%*CI* 6.070～19.930）    64（95%*CI* 50.870～77.130）
  含大剂量激素化疗组     23        17（73.9）             3（13.0）        22（95%*CI* 18.664～25.336）   63（95%*CI* 33.162～92.838）
  其他化疗组             16         5（31.3）             1（6.3）          7（95%*CI* 3.080～10.920）    53（95%*CI* 24.930～81.070）

按照初治方案是否含有大剂量激素分为两组，不含大剂量激素组中位PFS时间为8（95%*CI* 6.37\~9.73）个月，含大剂量激素组中位PFS时间为22（95%*CI* 18.664\~25.336）个月，初治含大剂量激素方案患者PFS时间明显延长（*P*\<0.001）（[图2](#figure2){ref-type="fig"}）。

![TP53异常慢性淋巴细胞白血病患者一线免疫化疗方案含与不含大剂量激素无进展生存比较](cjh-40-05-378-g002){#figure2}

进一步探究大剂量激素方案能否克服IGHV无突变、复杂核型带来的不良预后。57例IGHV无突变患者中，接受含大剂量激素化疗方案患者仍能获得较长PFS（*P*=0.001）。44例携带有复杂核型患者中，含大剂量激素化疗方案同样可以延长PFS（*P*=0.028）（[图3](#figure3){ref-type="fig"}）。

![TP53基因异常慢性淋巴细胞白血病患者中伴IGHV无突变（A）与伴复杂核型（B）分层下一线免疫化疗方案含与不含大剂量激素无进展生存比较](cjh-40-05-378-g003){#figure3}

讨论 {#s3}
====

TP53突变CLL患者常处于疾病晚期，易对化疗耐药，临床预后较差[@b3]--[@b4]。Döhner等[@b5]将FISH检测TP53缺失引入临床检测，TP53缺失或突变作为CLL重要不良预后因素之一。本研究同样提示，伴有TP53基因异常的患者在初诊时大多已进入疾病晚期。81%存在17p缺失的患者同时伴有TP53等位基因突变，仅有TP53突变与伴有TP53缺失的患者预后同样较差[@b6]。本研究118例患者中，TP53基因缺失同时伴突变的仅占45.8%，较文献报道低，主要由于我中心早年不常规检测TP53基因突变且既往Sanger测序敏感度较低，随着二代测序技术的推广，TP53基因突变检出率将会进一步提高。TP53基因缺失比例预后意义向来存在争议，来自M.D. Anderson癌症中心2009年的数据提示，FISH检测17p−比例低于25%的患者能获得较长的中位生存时间[@b7]。CLL4临床试验则提示，17p−比例5%\~20%的患者对于FC化疗反应率及OS均与无17p−患者相似[@b8]。然而在接受含氟达拉滨化疗患者中，仅有TP53基因突变较携带有TP53基因缺失的患者生存同样较差[@b9]。2016年国际CLL-IPI工作组[@b2]亦将TP53基因缺失/突变同样作为最主要不良预后因素。本研究对于TP53基因缺失患者进一步分析，TP53基因缺失比例并不是OS独立预后因素，但TP53缺失比例\>70%患者PFS时间较短。

伴有TP53基因异常的早期（Binet A期）且IGHV有突变的CLL患者可以长期处于疾病稳定不需要接受治疗[@b10]。本研究大部分患者初诊时已处于Binet B/C期，绝大多数患者均接受一线及以上治疗，少数处于Binet A期且伴有IGHV突变的患者生存期并未获益，仍有待继续扩大样本探索。

FC方案治疗CLL能够显著提高治疗ORR及PFS率，而FCR较FC方案可以显著延长患者PFS及OS时间[@b11]。由于氟达拉滨依赖P53发挥诱导CLL凋亡作用[@b12]--[@b13]，伴有TP53缺失/突变患者对含氟达拉滨治疗方案CR率低，PFS及OS时间短[@b14]--[@b17]。本研究数据显示，伴有TP53基因异常CLL患者对于含氟达拉滨化疗方案ORR虽然能达75.0%，但CR率低，中位PFS时间较短，初治方案是否应用利妥昔单抗并未能带来明显的生存差异。Thornton等[@b18]提出大剂量甲泼尼龙可以诱导氟达拉滨耐药的TP53异常CLL患者获得缓解，而在复发/难治TP53缺失CLL患者应用大剂量甲泼尼龙联合阿伦单抗治疗ORR可以提高至85%，CR率提高至36%，中位PFS时间达11.8个月[@b19]。利妥昔单抗联合大剂量甲泼尼龙方案在含氟达拉滨治疗复发/难治患者中可以取得96%的ORR及32%的CR率[@b20]。我中心既往应用大剂量甲泼尼龙治疗氟达拉滨耐药的CLL患者，ORR可达83.3%，CR率可达25%，且中位随访13个月，中位PFS时间仍未达到[@b21]。本组23例TP53基因异常患者一线接受含大剂量激素方案化疗，ORR虽无既往文献报道中的高，但中位PFS时间长于以往文献报道，可能提示一线使用含大剂量激素方案可以使患者获得较长PFS时间。

复杂核型是独立于CLL-IPI的显著不良预后因素[@b22]，且较正常核型患者具有更高比例的TP53基因异常[@b23]，本研究单因素分析显示，携带复杂核型的TP53异常CLL患者PFS时间明显缩短，含大剂量激素化疗方案也可明显延长携带有复杂核型患者PFS时间，在今后的临床工作中有待继续总结。

总之，本研究118例TP53基因异常CLL患者中，β~2~-MG≥3.5 mg/L可能提示了较高的肿瘤负荷，是PFS独立预后因素，性别与Binet分期是OS独立预后因素。伴有TP53基因缺失与仅仅有TP53基因突变CLL患者PFS及OS时间差异无统计学意义。一如既往文献报道，伴有TP53基因缺失占绝大多数，我们发现缺失比例可能对PFS及OS存在影响，但本研究结果与既往文献不同，有待进一步验证。在尚无条件应用新型BTK抑制剂的患者，一线使用含大剂量激素化疗方案可以使患者获得疾病缓解和较长的PFS时间，为加入后续临床试验创造条件。
